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Beschreibung 

[0001 J Die Erfindung umfasst ein Verfahren zur Hersteilung einer immobilisierten Enzympraparation, welche 
ein Enzym umfasst, welches far eine organische Synthese in einem hauptsachlich organischen Medium ohne 
freies Wasser anwendbar ist, und eine Verwendung der immobilisierten Enzympraparation. Das gelaufigste 
Enzym, welches fur eine organische Synthese in einem hauptsachlich organischen Medium, frei von freiem 
Wasser, anwendbar ist, ist eine Lipase. Beispiele fur andere Enzyme dieser Art sind Proteasen, Amidasen, Es- 
terasen, Oxidoreduktasen und Nitriiasen. In dem Folgenden wird die Erfindung gewdhnlicherweise mit Verweis 
auf eine Lipase als das vorhenschende Beispiel fur ein Enzym, welches fur eine organische Synthese in einem 
hauptsachlich organischen Medium, frei von freiem Wasser anwendbar ist, beschrieben. Der Begriff "organi- 
sche Synthese" soli als allgemein akzeptiert in der organischen Chemie verstanden werden. Daher sind typk 
sche Beispiele fur organische Synthesen, die in den Schutzbereich der Erfindung eingeschlossen sind, die fol- 
genden: Umesterungen, Transesterungen, Interesterungen, Acylierungen, Epoxidierungen, Aminofysen, Arn- 
moniolysen, Oxidationen und Reduktionen. Der Begriff "hauptsSchlich organisches Medium, fret von freiem 
Wasser" soil als ein Ein-Phase-Medium verstanden werden, dessen organischer Teil mindestens 50% w/w be- 
tragt. 

[0002] Immobilisierte Lipasepraparationen werden als Katalysatoren fur eine Interesterung und andere 
Fett-bezogene Prozesse, z. B. Kakaobutterersatzhersteliung, verwendet. In dem Fall einer Batch-Reaktion 
muss der Katalysator von der Reaktionsmischung fur eine Wiederverwendung separiert werden, wenn die Re- 
aktion beendet ist Daher ist eine gute Filtrationsfahigkeit des Katalysators fur eine befriedigende Leistung er- 
forderlich. 

[0003] WO 90/05778 beschreibt ein Verfahren zur Hersteilung einer immobilisierten Lipasepraparation, wel- ' 
che zum Beispiel fur Margarineherstellung verwendbar ist Diese Preparation umfasst einen makroporigen Si- * 
licatrager. 

[0004] EP 140 542 beschreibt eine immobilisierte Lipasepraparation fur eine Interesterung von Fetten. Diese 
Preparation umfasst einen Anionenaustauschharztrager. Beide diese immobilisierten Lipasepraparationen des 
Standes der Technik leiden unter dem Nachteil, dass sie sehr teuer sind. Besonders in Bezug auf die Herstei- 
lung von Margarine, welche in Millionen von Tonnen pro Jahr auf einer globalen Grundlage hergestellt wird, ist 
es wichtig, die Herstellungskosten zu minimieren. 

[0005] Daher ist der Zweck der Erfindung die Bereitstellung eines Verfahrens zur Hersteilung einer gunstigen 
immobilisierten Enzympraparation, welche technische Eigenschaften aufweisen sollte, die gieich Oder weitest- 
s gehend gieich zu den immobilisierten Enzympraparationen des Standes der Technik sind, besonders im Hin- 
blick auf die Filtrierbarkeit nach einer beendeten chargenweisen Margarineherstellung und im Hinblick auf ei- 
nen geringen Druckabfali in den Sauien fur eine kohtinuierliche Leistung, in dem Fail, dass das Enzym eine 
Lipase ist, und eine Verwendung solcher immobilisierten Enzympraparationen. 

[0006] Das Verfahren gemafi der Erfindung zur Hersteilung einer immobilisierten Enzympraparation, welche 
ein Enzym umfasst, das fur eine organische Synthese in einem hauptsachlich organischen Medium, frei von 
freiem Wasser, anwendbar ist, ist durch die Tatsache gekennzeichnet, dass eine Upidenzymzusammenset- 
zung und ein teiichenformiger (.particulate") Siiicatrager mit einer Parti kelgroSe unterhalb von etwa 100 pm als 
Materialten verwendet werden, urn in einen Granulator oder einen Extruder eingefuhrt zu werden, wonach eine 
Granulation oder eine Extrusion durchgefuhrt wird. Die Lipidenzymzusammensetzung kann nicht-wassrig, zum (' 
Beispiel auf Alkoholbasis, oder wassrig sein. Der teilchenfdrmige Siiicatrager kann eine breite Partikelgrd&en- 
verteilung aufweisen, zum Beispiel zwischen etwa 5 pm und 100 pm. In dieser Beschreibung soli mit Bean- 
spruchen von "Silica" entweder Silica oder ein Silicat, zum Beispiel Magnesiumsilicat, verstanden werden. Es 
soli verstanden werden, dass die Erfindung sowohl die Situation, in der eine teilchenfdrmige immobilisierte Li- 
pasezusammensetzung mit einer Partikelgrofcenverteilung, welche ahnlich zu der PartikelgroBenverteilung 
des teilchenformigen Silicatragers zuerst hergestellt wird, wonach die Granulation oder Extrusion durchgefuhrt 
wird (siehe Beispiele 6 und 7) als auch die Situation, in der die Hersteilung in lediglich einem Schritt durchge- 
fuhrt wind (siehe Beispiele 1 bis 5) umfasst. Ebenfalls soli verstanden werden, dass das Enzym als ein Binder 
wahrend der Granulation oder Extrusion wirken kann und/oder, dass ein spezifisches Bindemittel hinzugefiigt 
werden kann, zum Beispiel Gelatine oder Polyvinyipyrrolidon. Wahrend des Verfahrens gemafi der Erfindung 
wird vorzugsweise eine Verspriihung durchzufuhren sein, gewohnlicherweise eine Verspriihung der flussigen 
Enzymzusammensetzung und/oder eine Verspriihung des Bindemittels in flussiger Form. Ebenfalls soli ver- 
standen werden, dass der in dem Verfahren gemafi der Erfindung verwendete Apparat von kefner speziellen 
Wichtigkeit fur die Erfindung ist, insofern als ein beliebiger Granulator, zum Beispiel ein Flussbettspraygranu- 
lator oder ein beliebiger Extruder verwendet werden kann. 

[0007] Eine pulverisierte immobilisierte Lipasepraparation auf Silicabasis wird zum Beispiel in WO 88/02775, 
Seite 11, Zeilen 21*24 beschrieben, Diese immobilisierte Lipasepraparation ist sowohl fur chargenweise als 
auch kontinuierliche Fett-bezogene Prozesse vollstandig ungeeignet. aufgrund einer geringen Filtrierbarkeit 
nach einem Batch-Prozesses und der Erzeugung eines hohen Druckveiiustes wahrend eines kontinuierlichen 
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Saulenprozesses. 

[0008] Immobilisierte Lipasepraparationen werden in EP 579928 und in Appl. Microbiol. Biptechnol (1988) 
28: 527-530 beschrieben, jBdoch umfasst keine dieser Lipasepraparationen des Standes der Technik einen 
Silicatrager. 

[0009] In Chem. Abstract Bd. 118 (1993): 55095v wird eine immobilisierte Upasepraparation auf einem Sili- 
catrager beschneben. Jedoch wird das Verfahren gemaB der Erfindung, welches eine Parti kelgroSe des Tra- 
gers und eine Granulation Oder eine Extrusion umfasst, nicht beschrieben. 

[0010] Oberraschenderweise ist gefunden worden, dass die immobilisierte Enzympraparation welche in 
Ubereinstimmung mit dem Verfahren gemali der Erfindung zubereitet wird. an erster Stelle erheblich gGnstiger 
ist als die vergleichbaren Enzymzusammensetzungen des Standes der Technik, und an zweiter Stelle dass 
sie technische Eigenschaften aufweist, welche gleich Oder weitestgehend gleich zu den immobilisierten En- 
zympraparationen des Standes der Technik sind, zum Beispielim Hinblick auf die Filtrierbarkeit nach einem 
chargenweisen Fett-bezogenen Prozess und der Erzeugung eines. geringen Druckveriustes wahrend eines 
kontinuierlichen Fett-bezogenen Prozesses, wenn das Enzym eine Lipase ist. 

[0011] Eine bevorzugte Ausfuhrungsformen des Verfahrens gemaB der Erfindung ist durch die Tatsache qe- 
kennzeichnet, dass das Enzym eine Lipase ist. 

[0012] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens gemaB der Erfindung ist durch die Tatsache ge- 
kennzeichnet, dass die Lipase in derflussigen Lipasezusammensetzung eine thermostabile Upase ist 
[0013] Eine bevorzugte AusfOhrungsforem des Verfahrens gemaB der Erfindung ist durch die Tatsache ge- 
kennzeichnet, dass die Lipase in der fliissigen Lipasezusammensetzung durch die Kultivjerung eines Mikroor- 
gamsmusses hergestellt wird, welcher ein Gen enthalt. welches fur eine Upase kodiert und eine Upase expri- 
miert, welche von einem Stamm von Humicola Arten, Candida antarctica oder Rhizomucor miehei abgeleitet 

[0014] Eine bevorzugte AusfOhrungsform des Verfahrens gemaB der Erfindung ist durch die Tatsache ge- 
kennzeichnet, dass die Proportion zwischen der Menge derflussigen Lipasezusammensetzung und dem Ge- 
wicht des teilchenformigen Silicattragers mindestens 100.000 LU/g des Tragers (Trockengewicht) betragt LU 
ist die Upaseaktivitatseinheit, definiert in Ausfuhrungsform 95 1/2-GB, welche auf Anfrage von Novo Nordisk 
AIS erhalten werden kann. Der LU-Test verwendet Tributyn als ein Substrat zur Bestimmung der Lipaseaktivi- 
tdt. 

[0015] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens gemaB der Erfindung wird durch die Tatsache ge- 
^ kennzeichnet, dass das Silica eine Reinheit von mindestens 50%, bevorzugt mindestens 75% besitzt 
[0016] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens gemaB der Erfindung wird durch die Tatsache ge- 
kennzeichnet, dass ein Granulator verwendet wird. bevorzugt ein Hochgeschwindigkeitsmixer oder ein Mixer- 
granulator. 

[0017] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens gemaB der Erfindung ist durch die Tatsache ge- 
kennzeichnet, dass eineflussige Zusammensetzung eines Binders, bevorzugt Gelatine Oder Polyvinylpyrroli- 
don durch eine Verspruhung in den Granulator oder Extruder wahrend der Granulation oder Extrusion einge- 

Tunrtwird. 

[0018] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens gemaB der Erfindung ist durch die Tatsache ge- 
kennzeichnet, dass die Granulation oder Extrusion fur die Herstellung der immobilisierten Upasepraparation 
mit einer PartikelgroBenverteilung, welche einer Menge von mindestens 90% zwischen 50 urn und 2 000 urn 
entspcht, durchgefuhrt wird. .w» v>» 

[0019] Die Verwendung der immobilisierten Enzympraparation, welche mittels des Verfahrens gemaB der Er- 
findung zubereitet wrd, ist fur den Prozess. welcher durch das Enzym katalysiert wird. 
[0020] Die Verwendung der immobilisierten Enzympraparation, welche mittels des Verfahrens gemaB der Er- 
findung zubereitet wird, ist fur Fett-bezogene Prozesse. Es soil verstanden werden. dass . solche Fett-bezo- 
genen Prozesse chargenweise oder kontinuierlich verchtet werden konnen. Wenn sie chargenweise verchtet 
werden, ist gefunden worden, dass die immobilisierte Upasepraparation. welche mittels des Verfahrens gemaB 
der Erfindung hergestellt wird, eine befedigende Filterbarkeit aufweist. wenn der enzymatische Prozess zum 
ende gekommen ist. und, wenn er kontinuierlich verrichtet wird ist gefunden worden, dass die immobilisierte 
Lipasepraparation, welche mittels des Verfahrens gemaB der Erfindung hergestellt wird. eine gute physikali- 
sche Starke aufweist, welches in einer befedigenden Leistung der Saule resultiert 

[0021] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens gemaB der Erfindung ist fur eine Interesterung von 
hetten und ist durch die Tatsache gekennzeichnet. dass fliissige Fette oder Fettmischungen. einschlieBlich 
mnoo, J . re " ° der Fettsiurees,ern . ™« immobilisierten Lipasepraparation in Kontakt gebracht werden. 
10022J Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Verwendung gemaB der Erfindung ist eine Synthese von Gly- 
ceden oder anderen Fettsaureestern und ist durch die Tatsache gekennzeichnet, dass eine Mischung aus Gly- 
cerol oder subsutuierten Glycerolen oder anderen Alkoholtypen und freien Fettsauren mit der immobilisierten 
Lipasepraparation in Kontakt gebracht wird. 

[0023] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Verwendung gemaB der Erfindung ist eine Synthese von Gly- 
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BEISPIELE 
BEISPIEL 1 


werden kann. 75 g Humicola lanuginosa Upi^SSnS?,!! Ge ?? Mnd !9 keit von 900 rpm bedient 
Nr. 157560 mil Humicola lanuginosa DSM ^nS£SSS2SRS 9 T3 de - S D§nischen Paten * 
wurde kontinuierlich auf das Silicapulver iiber ■LJn^^^^^ , '^^^^ 7M -0«ItUftnl) 
ler verspruht. Das gebildete oSSS^SZ Obe SS Z T» ^ Min * en mit ,aufendem *np* 

(300-700 pm). Der FeuchtigkeitsgehiltTrde^uf ^Z^^IT^^ 9 ^^ Und durch 9^iebt 
Der LipaseaktiVitatstest. ausgedrflckt in BAUN fflaiS a2X£ . ? m' 6 P , r0be mit 2 ' 6 BAUN/ 9 analysiert. 
baus von Dekansaure ( decanoic add? in Hn^hS ? ^ S ' S Un,te Novo > misst die Anfangsrate des Ein- 
ser 70/C>. *ne detail.ie^ sunfioweroT) (^vSi 

erh^DerlestwurdeoHne magnates 


BEISPJEL2 


Pulverbei laufendem Impeller verspruht. Hemach w l Sl ^ 6 ? WUrde kontlnui «Hch auf das 
konzentrats mit 3% (w/w) KWIdon K2T^ 'f"" 9 '" 083 Lipaseflussigkeits- 

Granulat wurde Ober Nacht bei R a ,.mt om „LV,K . . 1 F) auf das Pulver verspruht. Das oebildete 


BEISPIEL 3 


c 

laufendem Impeller versprilht Da SdSe ZESk" - ?,^ K °" id0n K25 auf das Pulv er bei 
durchgeslebt (300-700 urn). Der FeKi^ bei R ^'empera«ur getrocknet und 

analysiert. eucnngKeiisgenalt wurde auf 10% eingestellt und die Probe mit 2,4 BAUN/g 


BEISPIEL 4 


fK 2 5 g °^ wie in Beispie, i angezeigt. einge- 

tine (ASF Gelatin. Sanofi Bio-lndustes) ^SKSS^IZ' 1 ^ t ? mit 5% < w *"> Ge » a " 

spiel 1 angezeigt, verspruht Das qebrtde? e rLnE . auf da , s Pulverf l"ssigkeitskonzentrat, wie n Bei- 
durchgesiebt (3oWum? De^ be ! ^emperatur getrocknet und 

analysiert. "cm.gKeitsgenalt wurde auf 1 0% eingestellt und die Probe mit 5.1 BAUN/g 


BEISPIEL 5 


1 

wur- 
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de kontinuierlich auf das Pulverflussigkeitskonzentrat, wie in Beispiel 1 angezeigt, verspruht. Danach wurden 
. 28 g des Humicola lanuginosa Lipasefiiissigkeitskonzentrat mit 2% (w/w) Methocel A-15 Methylcellulose (Dow) 
auf das Pulver bei iaufendem Impeller verspruht. Das gebildete Granulat wurde uber Nacht bei Raumtempe- 
ratur getrocknet und durchgesiebt (300-700 um). Der Feuchtigkeitsgehalt wurde auf 10% eingestellt und die 
Probe mit 7,7 BAUN/g analysiert. 

BEISPIEL 6 

[0033] 250 g Celkate T-21 wurde mit 3 Volumina 0,1 M Acetatpuffer, pH 4,5, fur 30 Minuten gewaschen, ge- 
folgt von einer Vakuumfiltration. Humicola lanuginosa Lipasekonzentrat, wie in Beispiel 1 angezeigt, wurde in 
einer Menge, weiche 500.000 LU/g des Celkate T-21 entspcht, zusammen mit 3 Volumina 6,1 M Acetatpuffer, 
pH 4,5, hinzugefugt und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Nach einer Vakuumfiltration wurde die 
immobiiisierte Lipase fur 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet, der Feuchtigkeitsgehalt wurde auf 10% 
eingestellt und mit 14,3 BAUN/g analysiert. Das Filtrat enthielt 27565 kLU, entsprechend einer Adsorption von 
78%(oder390kLU/g). 

[0034] 65 g der so getrockneten immobilisierten Phase auf Celkate T-21 -Pulver wurden in einen Hochge- 
schwindigkeitsmixer, wie in Beispiel 1 angezeigt, eingefuhrt. 55 g einer 5% (w/w) Gelatinelosung wurde auf das. 
Pulver bei Iaufendem Impeller verspruht. Hiernach wurde 0,1 g Aerosil 200 Siiiciumdioxid (Degussa) hinzuge- 
fugt. Das gebildete Granulat wurde bei Raumtemperatur getrocknet und durchgesiebt (300-700 pm). Der 
Feuchtigkeitsgehalt wurde auf 10% eingestellt und analysiert mit 5,9 BAUN/g. 

BEISPIEL 7 

[0035] 200 g Clarcel CBL 3 wurden mit 3 Volumina 0,1 M Acetatpuffer, pH 4,5, fur 30 Minuten gewaschen, 
gefplgt von einer Vakuumfiltration. Humicola lanuginosa Lipasekonzentrat, wie in Beispiel 1 angezeigt, wurde 
in einer Menge, weiche 500.000 LU/g Clarcel CBL 3 entsprach, hinzugefugt zusammen mit 3 Volumina 0,1 M 
Acetatpuffer, pH 4,5, fur zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Nach einer Vakuumfiltration wurde die im- 
mobiiisierte Lipase zweimal mit 2-3 Volumina 0,1 M Acetatpuffer, pH 4,5, und zweimal mit deionisiertern Was- 
ser gewaschen. Die Filtrate enthielten 82761 kLU gesamt, entsprechend einer Adsorption von 17% (oder 86 
kLU/g). Die immobiiisierte Lipase wurde fur 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und mit 13,4 BAUN/g 
x analysiert, 

[0036] 55 g der so gewaschenen immobilisierten Lipase auf Clarcel CBL 3-Pulver wurde in einen Hochge- 
schwindigkeitsmixer, wie in Beispiel 1 angezeigt, eingefuhrt. 61 g einer Losung, weiche 2% (w/w) Gelatine und 
1% (w/w) Methocel A-15 Methylcellulose (Dow) enthielt, wurde kontinuierlich auf das Pulver bei Iaufendem Im- 
peller verspruht. Danach wurde 0,1 g Aerosil 200 Siiiciumdioxid (Degussa) hinzugefugt. Das gebildete Granu- 
lat wurde bei Raumtemperatur getrocknet und durchgesiebt (300-700 um). Der Feuchtigkeitsgehalt wurde auf 
10% eingestellt und mit 8,4 BAUN/g analysiert. 

. [0037] Ein andererTeil, d. h. 59 g der so gewaschenen immobilisierten Lipase auf Clarcel CBL 3 Puiverwurde 
in einen Hochgeschwindigkeitsmixer, wie in Beispiel 1 angezeigt, eingefuhrt. 59 g einer 5% (w/w) Gelatinelo- 
sung wurde kontinuierlich auf das Pulver bei Iaufendem impeller verspruht. Danach wurde 0,1 g Aerosil 200 
Siiiciumdioxid (Degussa) hinzugefugt. Das gebildete Granulat wurde bei Raumtemperatur getrocknet und 
durchgesiebt (300-700 um). Der Feuchtigkeitsgehalt wurde auf 10% eingestellt und mit 10,1 BAUN/g analy- 
siert. 

BEISPIEL 8 

[0038] Dies ist ein Herstellungsbeispiel, wie die Beispiele 1-7, jedoch mit einem anderen Lipase-herstellen- 
den Mikroorganismus. 

[0039J Preparation der Probe 1: 12,9 g Candida antarctica B Lipase gefergetrocknetes Pulver mit einer Akti- 
vitat von 250.000 LU/g und 1,4 g Kollidon K25 wurde in 51 ml deionisiertern Wasser aufgelost. 50 g Celkate 
T-21 wurden in einen Hochgeschwindigkeitsmixer, wie in Beispiel 1 angezeigt, eingefuhrt und die oben ange- 
zeigte Losung der Candida antarctica B Lipase wurde kontinuierlich auf das Pufver bei iaufendem Impeller ver- 
spruht. Das gebildete Granulat wurde uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und durchgesiebt (300-1000 
um). 

[0040) Preparation der Probe 2: 12,9 g Candida antarctica B Lipase und 0,86 g Methocel A-15 wurden in 51 
ml deionisiertern Wasser aufgelost. 50 g Celkate T-21 wurde in einen Hochgeschwindigkeitsmixer eingefuhrt 
und die obige Losung wurde kontinuierlich auf das Pulver bei Iaufendem Impeller verspruht. Das gebildete Gra- 
nulat wurde uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet und durchgesiebt (300-1000 urn). 
[0041] Preparation der Probe 3: 12,8 g Candida antarctica B Lipase und 0,81 g Kollidon K25 wurden in 48 ml 
deionisiertern Wasser aufgelost. 50 g Celkate T-21 wurden in einen Hochgeschwindigkeitsmixer eingefuhrt und 
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zung durch Verspruhung in den Granulator oder Extruder wahrend der Granulation oder Extrusion hinzugefugt 
wird. 

Es folgt ein Blatt Zeichnungen 


00 

m 

3 
I 


w 
r~ 
m 

o 
O 

T 


7/8 


NZAS-0017185 


DE 695 31 538 T2 2004.06.24 

Anhdngende Zeichnungen 
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